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【背景と目的】 
胆膵癌は、外科的切除が困難な進行期に発見される症例が多く、有効な
薬剤は限られているため代表的な難治癌となっている。新規薬剤の開発
には細胞レベルでの検証が必要だが、実際に薬物治療をうける進行胆膵
癌患者由来の細胞は手術不能のため入手困難なことも少なくない。一方、
胆膵癌患者では、癌により胆管が狭窄した場合に内視鏡的な胆道ドレナ
ージを行い、病理診断目的の胆汁検体を採取することが多い。そこで、
今回我々は進行胆膵癌患者における、ヒト由来がん細胞モデルとしての
胆汁検体由来細胞の臨床的有用性を検討した。 
【方法】 
胆膵癌または良性の連続 102 症例から、胆道ドレナージ目的で内視鏡
的に採取された胆汁検体を用いてオルガノイド培養を行った。得られた
培養細胞を用いて、病理学的検討、遺伝子学的検討、腫瘍原性の評価、
薬効試験等を行った。手術可能症例では切除標本と胆汁由来オルガノイ
ドの比較を行った。オルガノイド培養法は MBOC(Matrigel bilayer 
organoid culture) の手法を用いて行った。培養し得られた細胞は病理形
態学的な評価、KRASおよび p53の遺伝子変異に関する評価の他、免疫
不全マウスへの細胞接種による腫瘍原性の評価を行った。 
【結果】 
オルガノイド培養は 102例に行い、そのうち 90例で細胞培養が可能で
あった。胆汁由来細胞の培養法においては、培養開始までの時間が長い
ほど、培養成功率が低下し、感染により培養維持が困難な症例が多い結
果であった。また、胆管癌患者由来胆汁検体を用いたオルガノイド培養
では、培養開始までの時間を短縮することで、細菌感染を有する胆汁検
体においても、感染の制御および培養の維持が可能であった。胆汁検体
由来培養細胞は、良性の症例からも培養可能なことを確認した。 
 一部の症例では phase contrast において形態の差を認めたものの、基
本的に多くの症例では形態による良悪性の判断は困難であった。そこで、
オルガノイド培養細胞を用いて病理切片を作成し、病理学的な評価を行
ったところ、膵癌症例の 6/24例、胆管癌症例の 5/12例において病理学
的に櫛状の不整な腺管構造を呈しており、明らかな悪性と診断すること
が可能であった。また、良性疾患由来の培養細胞では、12/19例で配列
の整った腺管構造を示し病理学的に良性と診断可能であった。しかし、
病理学的には異型を有するものの、良悪性の診断が困難な症例を全体の
約半数に認めた。 
 培養細胞の遺伝子学的検討では、癌患者由来培養細胞は、1/3-1/2の症
例で KRAS変異陽性であり、培養環境中で KRAS変異陽性細胞の比率
に変動がみられた。良性疾患由来培養細胞では KRAS 変異はみられな
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かった。培養細胞における p53変異はがん患者由来培養細胞の 1/6の症
例で陽性であり、良性細胞では全例で変異はみられなかった。培養開始
時の胆汁検体における細胞診の悪性率は、細胞診 ClassⅢb 以上を悪性
とすると、膵癌症例の半数、胆管癌症例の 21/34例で悪性の結果であっ
た。胆汁検体から得られた培養細胞は、KRAS変異陽性率については膵
癌における既報の KRAS 変異陽性率よりも低く、培養開始前の胆汁検
体中に癌細胞がいなかった症例や、培養環境中に癌細胞が消失した症例
が存在することが示唆された。 
 免疫不全マウスへの細胞接種を行い、腫瘍原性の確認を行った。皮下
に培養細胞を摂取した症例のうち、膵癌由来細胞の 54%、胆管癌由来細
胞の 58%で皮下腫瘍が形成された。外科的切除を行った症例において、
胆汁由来培養細胞から得られた皮下腫瘍と原発巣との病理学的比較を
行ったところ、免疫組織学的検討を含め、皮下腫瘍において原発巣と同
様の病理学的特性が保持されていた。また、皮下腫瘍を形成した癌患者
由来胆汁検体について、胆汁における細胞診陽性率を検討すると、胆汁
細胞診において、悪性の診断が得られなかった症例において、胆汁由来
培養細胞から皮下腫瘍が得られた症例を認めた。このことは、これまで
病理学的に診断が困難であった症例において、胆汁由来細胞を培養し、
皮下腫瘍を形成させることで、癌の診断に寄与する可能性が示唆された。
皮下腫瘍についても病理切片を作成し、病理学的な評価を行ったところ、
がん患者由来の皮下腫瘍はいずれも異なる組織像を呈しており、各症例
における特性を表現している可能性が考えられた。培養環境および皮下
腫瘍における細胞特性を、胆汁由来培養細胞、および培養細胞由来の皮
下腫瘍、およびその皮下腫瘍から得られた培養細胞、さらに培養細胞を
免疫不全マウスに接種し得られた皮下腫瘍を用いて、病理学的に検討を
行った。培養環境と皮下腫瘍においては、免疫組織学的な発現強度に差
はみられたものの、同様の染色パターンが保持されていた。 
 原発巣、胆汁由来オルガノイド培養細胞、皮下腫瘍における遺伝子変
異の状態を次世代シークエンサーを用いてがん関連遺伝子パネル検査
にて確認した。培養細胞では、原発巣と同様の遺伝子変異が保持され、
変異アレルの頻度は原発巣から培養環境中で増幅し、さらに、皮下腫瘍
の状態では腫瘍細胞のみの状態であることが確認された。皮下腫瘍由来
培養細胞を用いて、p53変異を確認したところ、全体の 40%の症例にお
いて、p53変異陽性であり、p53が培養中における腫瘍細胞の維持に寄
与している可能性が示唆された。 
 胆汁由来の培養細胞を用いて、7例で薬剤感受性試験を行った。臨床
で使用されている薬剤を用いた感受性試験を行い、臨床での治療効果と
比較した。その結果、培養細胞においても 5例で臨床と同様の治療効果
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がみられた。 
【考察】胆汁検体のオルガノイド培養を行うことで、これまで細胞入手
が困難だった手術不能例における胆膵癌細胞の利用が可能となった。培
養細胞は増幅させることで、病理学的評価、DNA 解析、薬効試験、腫
瘍原性の確認など各種解析が可能であり、原発巣との比較解析を行った
症例では、元の腫瘍の性質が保持されていた。ただし、胆汁検体由来癌
細胞の培養法については培養環境中で腫瘍細胞が減少する症例もみら
れたことや、良性細胞も混在することから、培養環境の調整による癌細
胞の培養維持および濃縮が今後の課題と考えられた。 
【結論】 
胆汁検体を用いたオルガノイド培養によって、これまで困難であった進
行胆膵癌患者からの細胞培養が可能となった。培養法の最適化には依然
として課題が残るものの、培養オルガノイド細胞は増幅して各種解析に
用いることが可能なため、胆膵癌における薬剤スクリーニングや個別化
医療に貢献することが期待される。 
 
